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Abstract of DE 20215268 (U1) 

Self-adhesive blotting membrane (A) that is provided, on the back, with a reversible adhesive (I). Self- 
adhesive blotting membrane (A) that is provided, on the back, with a reversible adhesive (I). Blotting 
device that contains individual (A), reversibly glued, side by side, to a carrier. 
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(§) Selbstklebende Blotmembran 

® Selbstklebende Blotmembran, die auf der Ruckseite 
mit einem reversiblen Kleber versehen ist. 
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Selbstklebende Blotmembran 



Die vorliegende Erfindung betrifft eine selbstklebende Blotmem- 
bran, die auf der Ruckseite mit einem reversiblen Kleber verse- 
hen ist. 

Das Blotting, d.h. der Transfer von elektrophoretisch aufge- 
trermten Biomolekulen aus einer Agarose- oder Polyacrylamid- 
Matrix auf eine Membran hat sich seit Mitte der siebziger Jahre 
zu einem Standardverf ahren der molekularen Biologie, insbesonde- 
re der molekularen Diagnostik entwickelt. 

In Abhangigkeit von der Natur des zu trans ferierenden Molekuls 
unterscheidet man im wesentlichen zwischera Southern-Blotting, 
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Northern-Blotting und Western-Blotting. Das sog. Southern- 
Blotting wurde 1975 erstmals von E. Southern beschrieben. Beim 
Southern-Blotting werden DNA-Molekule, die zuvor elektrophore- 
tisch in Polyacrylamid- oder Agarose-Gelen getrennt wurden, ub- 
licherweise mittels Unterdruck auf eine geeignete Membran, wie 
z.B. eine Nitrocellulose -Membran, transf eriert . Nach dem Trans- 
fer wird die DNA auf der Membran immobilisiert . Die kovalente 
Fixierung der DNA kann durch Crosslinking der DNA mit Hilfe von 
UV-Strahlung oder durch Backen bei einer Temperatur von etwa 
80 °C erfolgen. Die DNA steht nachfolgend verschiedenen Applika- 
tionen, wie beispielsweise der Hybridisierung mit einer einzel- 
strangigen DNA-Sonde definierter Nukleotidsequenz zur Verfugung. 
Das Verfahren des Southern-Blottings findet vorzugsweise dann 
Anwendung, wenn bestimmt werden soil, ob eine definierte Nukleo- 
tidsequenz in der genomischen DNA eines Organismus vorliegt oder 
nicht. Ferner kann das Verfahren bei der Restriktionskartierung 
eines Gens oder eines Genabschnittes sowie im Rahmen der Aufkla- 
rung der Struktur eines Gens, z.B. durch Phagenkartieruiig, ange- 
wendet werden. 

In Anlehnung an den Transfer von DNA-Molekiilen auf Membranen hat 
sich fur den entsprechenden Transfer von RNA der Name Northern- 
Blotting etabliert. Das Northern-Blotting unterscheidet sich 
aufgrund der abweichenden Eigenschaf ten zwischen RNA und DNA nur 
geringfugig vom Southern-Blotting. Das Northern-Blotting findet 
hauptsachlich Anwendung bei Analysen, die die Expression eines 
bestimmten Gens in verschiedenen Geweben oder Zelllinien auf der 
Ebene der Transkription qualitativ und/oder quantitativ zu be- 
st immen suchen. In der Regel verwendet man beim Northern- 
Blotting Gesamt-RNA-Extrakte oder mittels Oligo (dT) -Af f initats- 
chromatographie angereicherte polyadenylierte mRNA. 

Neben den klassischen Southern-Blotting und Northern-Blotting 
finden zunehmend auch sogenannte Dot-Blotting- und Slot- 
Blotting- Verfahren Anwendung, bei denen die zu testende Nuklein- 



saure direkt ohne vorhergehende elektrophoretische Trennung in 
einem Gel auf die Membranen aufgetragen werden. 

Der Nachweis spezifischer Proteine bzw. der Nachweis von Anti- 
korpern gegen solche Proteine im Rahmen der molekularen Diagno- 
stik erfolgt in der Regel mit Hilfe des Western-Blotting- 
Verfahrens. Beim Western-Blotting werden Antigene, Proteine, wie 
z.B. Glykoproteine oder Enzyme, meist nach elektrophoretischer 
Trennung in Polyacrylamid-Gelen auf eine geeignete Membran 
transferiert und immobilisiert . Anhand spezifischer Bindungsei- 
genschaften konnen diese Proteine mittels Antikorpern, Lektinen 
oder Enzymsubstraten direkt auf der Membran nachgewiesen werden. 
Beim Transfer finden verschiedene Verfahren, wie z.B. das Tank- 
Blotting oder das Semi -dry-Blotting, Anwendung. 

Ferner sind in der Proteinanalytik den oben beschriebenen Dot- 
Blot- oder Slot-Blot-Verfahren analoge Verfahren bekannt, mit- 
tels derer spezifische, aufgereinigte Proteine oder Polypeptide 
einzeln oder als definiertes Gemisch in einer einstellbaren Kon- 
zentration auf eine entsprechende Membran aufgebracht werden. 
Das Aufbringen kann dabei beispielsweise mittels eines Stempels 
oder beruhriingsf rei mit Hilfe einer Dtise erfolgen. 

Membranen, die mit einem oder mehreren Proteinen/Polypeptiden 
als eine Abfolge eng beieinander liegender Tropfen beschichtet 
wurden, so da£ sich fur das Auge die Form einer scharf abge- 
grenzten Linie ergibt, sind in Fachkreisen als sogenannte „Li- 
nien-Blots" bekannt. Dabei ist das Spektrum der verwendbaren Mo- 
lekiile breiter als beim klassischen Western-Blotting. So konnen 
beispielsweise auch Lipide fur den nachfolgenden Nachweis mit- 
tels Antikorpern auf eine Membran durch die beschriebene Technik 
aufgebracht werden. 

Westernblotmembranen bzw. Linienblotmembranen, die mit definier- 
ten Antigenen bzw. einem Spektrum von Antigenen beschichtet wur- 



den, haben mittlerweile Eingang in die standardma&ig durchge- 
fuhrte Routinediagnostik gefunden. So la£t beispielsweise der" 
Nachweis bakterieller oder viraler Proteine/Polypeptide durch 
Inkubation einer entsprechend beschichteten Merabran mittels spe- 
zifischer Antikorper in Blut- oder Serumproben eines Patienten 
Riickschlusse uber eine eventuell akute oder zuriickliegende bak- 
terielle bzw. virale Infektion zu. 

Zum Zweck der Erregerdiagnostik geeignete Protein-beschichtete 
Membranen sind beispielsweise von der Firma EUROIMMUN kommerzi- 
ell erhaltlich. 

Da es sich in den meisten Fallen als ausreichend erweist, nur 
eine geringe Menge des immobilisierten Biomolekuls mit Hilfe 
spezifischer Antikorper bzw. spezifischer DNA-Sonden nachzuwei- 
sen, werden Blotmembranen aus Kostengriinden regelmaEig als Mem- 
bran-Streifen von nur wenigen Millimetern Breite angeboten. So- 
mit wird gewahrleistet, daS der Materialverbrauch gering gehal- 
ten wird, da ublicherweise nur eine einzelne Probe (z.B. Blut- 
probe eines Patienten) mit einer Blotmembran getestet werden 
soil. 

Der Nachweis einer spezifischen Bindung eines Antikorpers oder 
einer Nukleinsaure- Sonde an das auf der Blotmembran immobili- 
sierte Biomolekul erfolgt in Abhangigkeit der Art des Molekuls 
in einem mehrstufigen Detektionsverf ahren. 

Alle bei Southern-Blot, Northern-Blot oder Western-Blot ange- 
wandten Detektionsverf ahren umfassen Schritte, bei denen die 
entsprechenden Membranen (oder die Membran-Streifen) mit ver- 
schiedenen Wasch- oder Inkubationslosungen versetzt werden. So 
werden die Membranen beispielsweise zur Absattigung unspezifi- 
scher Bindungsstellen mit BSA-, Casein- oder Tween-enthaltenden 
Losurigen uberschichtet . Diese Losungen werden im folgenden durch 
verschiedene Waschlosungen ausgetauscht . 



Da alle Inkubati onsschritte ublicherweise unter Schwenken des 
Inkubationsgef afies (meist eine Kunststof fwanne) durchgefuhrt 
werden, hat es sich im Stand der Technik als entscheidender 
Nachteil erwiesen, daS die Blotmembran frei in der Losung flot- 
tieren kann. Dies kann dazu fuhren, da£ die mit dem entsprechen- 
den Biomolekiil beschichtete Seite der Membran sich im Zuge des 
Befullens, Entleerens oder Schwenkens des Inkubationsgef a£es 
nach unten dreht und die beschichtete Seite am Boden oder der 
Wandung des GefaEes haftet. Unter diesen Bedingungen ist eine 
optirnale Benetzung der beschichteten Membranseite mit der Inku- 
bationsfliissigkeit nicht mehr gewahrleistet . Dies kann zu nur 
schwer auszuwertenden oder sogar falschen Resultaten bei der De- 
tektion fuhren. 

Ferner kann es beim Absaugen der Inkubationsf liissigkeit (entwe- 
der mit einer Pipette oder mittels der Absaugvorrichtung eines 
Inkubationsautomaten) vorkommen, da£ sich die Blotmembran vor 
die Absaugoffnung legt und diese verstopft. Dadurch kann die 
auszutauschende Losung nicht effizient durch die neue Inkubati- . 
onslosung ersetzt werden f was ebenfalls zu falschen Resultaten 
bei der Detektion fuhren kann. Sofern die Inkubationsgef a£e ma- 
nuell entleert werden, droht au£erdem die Gefahr, daS die Mem- 
bran zusammen mit der auszutauschenden Inkubati onslosung aus dem 
Inkubationsgefafi geschuttet wird, was eventuell eine Kontamina- 
tion der Meinbran nach sich zieht. 

Die im Stand der Technik bekannten Nachteile herkommlicher Blot- 
membran gel ten insbesondere fur dunne Membranstreif en, die auf- 
grund ihres geringen Gewichtes und der damit verbundenen Beweg- 
lichkeit in den entsprechenden Inkubationslosungen einer beson- 
ders hohen Gefahr unterliegen, an der GefaEwandung zu haften 
oder mit der Inkubati onslosung verworfen zu werden. 



Aufgabe der vorliegenden Erfindung war sorait die Bereitstellung 
von Mitteln, durch die die oben beschriebenen Nachteile aus dem 
Stand der Technik im Rahmen der Detektion von auf Membranen im- 
mobilisierten Biomolekiilen ausgeraumt werden und mit deren Hilfe 
es durch die Vermeidung von Artefakten zu einer Erhohung der Si- 
cherheit der entsprechenden Ergebnisse kommt. 

Erf indungsgemafe wird diese Aufgabe durch eine selbstklebende 
Blotmembran gelost, die auf der Riickseite mit einem reversiblen 
Kleber versehen ist. 

Der reversible Kleber auf der Riickseite der erf indungsgemaSen 
Blotmembran erlaubt, die Membran unmittelbar am Boden des Inku- 
bationsgefaSes zu fixieren, wodurch ein Umdrehen dieser Membran 
durch das Befiillen, Entleeren oder Schwenken des GefaSes im Ver- 
lauf der Inkubation verhindert wird. Dabei kann der reversible 
Kleber iiber die gesamte Ausdehnung der entsprechenden Blotmem- 
bran-Riickseite aufgetragen sein oder sich nur auf einen abge- 
grenzten Bereich der Blotmembran- Riickseite beschranken (z.B. in 
Form eines oder mehrerer Punkte oder Streif en) . 

Unter einem reversiblen Kleber wird im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung ein Kleber verstanden, der reversibel klebende Eigen- 
schaften besitzt, d.h. die mit dem Kleber versehenen Blotmembra- 
nen lassen sich nach dem Kontakt mit einer selbst nicht- 
haftenden Oberflache (z.B. dem Boden eines Reaktionsgef aEes aus 
Kunststoff oder Glas) von dieser Flache entfernen, ohne dabei 
ihre haftende Eigenschaft zu verlieren. Somit erlaubt ein rever- 
sibler Kleber auf der Riickseite einer Blotmembran das mehrfache 
Anhaften und Ablosen derselben auf bzw. von diesen nicht- 
haftenden Oberflachen. Der reversible Kleber wird nachfolgend 
auch als Haftkleber bezeichnet. 

Die mit dem reversiblen Kleber versehene Blotmembran verliert 
auch dann ihre haftenden Eigenschaf ten nicht, wenn sie iiber ei~ 



nen langeren Zeitraum mit waSrigen Losungen, wie z.B. salzhalti- 
gen Inkubationslosungen, benetzt und/ oder uberschichtet wird. 
Dadurch wird es beispielsweise moglich, die entsprechende Blot- 
membran im Zuge der Detektion nacheinander in verschiedenen Re- 
aktionsgefafcen zu fixieren und nach AbschluE des Detektionsver- 
fahrens in ein geeignetes Protokoll- bzw. Laborbuch oder ein Da- 
tenblatt einzukleben. 

Der auf der Ruckseite der erf indungsgema£en Blotmembran aufge- 
brachte reversible Kleber ermoglicht somit, daS die Membran wall- 
rend des gesamten Detektionsverf ahrens auch bei mehrfachem Wech- 
sel der Inkubat ions losungen und/oder der Inkubationsgef afie an 
einer vorgesehenen Stelle des jeweiligen Inkubationsgef a£es ver- 
bleibt und ein AusgieSen bzw. das Umdrehen oder ein Anhaften der 
Membran mit seiner Vorderseite (d.h. die Seite, auf der das je- 
weilige Biomolekul aufgebracht wurde) an eine Wandung des Reak- 
tionsgefaSes oder ahnliches verhindert wird. 

Als reversibler Kleber kann im Rahmen der Erfindung jeder Kle- 
ber Anwendung finden, der ein mehrfaches Ablosen und Wieder- 
aufkleben der mit dem Kleber versehenen Membran auf eine 
nicht-haftende Oberflache (z.B. aus Glas oder Kunststoff) er- 
laubt. Der bevorzugte Arbeitsbereich des reversiblen Klebers 
kann zwischen 20°C und 25°C betragen. Er sollte jedoch auch 
bei hoheren Temperaturen, wie beispielsweise 50°C-65°C oder 
mehr, eine stabile Haftwirkung zeigen. Solche reversiblen Kle- 
ber sind dem Fachmann bei der Herstellung von Etiketten oder 
sogenannten Haftmarkern (z.B. Post-it®) bekannt und umfassen 
z.B. den Kleber „Creativ Mount" der Firma 3M. „Creativ Mount" 
verliert auch bei Temperaturen, die ublicherweise im Rahmen 
einer Nukleinsaure-Hybridisierung angelegt werden (ca. 60°- 
80°) , seine Haftwirkung nicht. Die verwendeten Klebstoffe wer- 
den ublicherweise als „Haf tkleber" bezeichnet. Vorzugsweise 
wird ein Klebstoff verwendet, der ein Ablosen der Membran er- 
laubt, ohne da£ es dabei zu Beschadigungen der Membran kommt. 



Der reversible Kleber kaim entweder direkt auf die Ruckseite 
der laminierten Membran aufgebracht sein oder z.B. in Form ei- 
nes doppelseitigen Klebebands vorliegen. 

Erf indungsgemaE, karm die Blotmembran auf der Vorderseite ein An- 
tigen oder ein Antigenspektrum aufweisen. Als Antigen wird im 
Rahmen der Erfindung jedes biologische Molekiil bezeichnet, das 
sich mittels seiner Bindung an einen Antikorper spezifisch nach- 
weisen laSt. GernaS einer . Ausfuhrungsf orm der Erfindung handelt 
es sich bei diesem Antigen um ein Protein, ein Lipid, eine Nu- 
kleinsaure (DNA/RNA) , ein Kohlenhydrat , ein komplexes Molekiil 
(wie z.B. ein Molekiil, das einen Protein- und/oder einen Kohlen- 
hydrat- und/oder einen Lipidanteil aufweist, wie z.B. Gangliosi- 
de etc.) und/oder ein Allergen. Unter einem Allergen wird vor- 
liegend jede Substanz verstanden, die in der Lage ist, im 
menschlichen oder tierischen Korper Uberempf indlichkeitsreaktio- 
nen (sowohl vom Sofort- als auch vom verzogerten Typ) sowie eine 
spezif ische, Antikorper- vermittelte Immunreaktion aiiszulosen. 
Beirn Nachweis von Antikorpern gegen Nukleinsauren in Patienten- 
proben, wie z.B. beim Nachweis des systemischen Lupus erythema - 
todes, einer Autoimmunkrankheit , die sich u.a. durch das Vorkom- 
men eines Antikorpers gegen doppelstrangige DNA auszeichnet, 
kann es sich bei dem Antigen, welches auf die Vorderseite der 
erfindungsgemaEen Blotmembran aufgetragen wird, um einzelstran- 
gige oder doppelstrangige DNA bzw. um RNA handeln. 

Da die erf indungsgemaSen Blotmembranen bei Verwendung der wa&ri- 
gen Inkubationslosungen auch im durchtrahkten Zustand klebende 
Eigenschaften aufweisen, hat es sich im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung als unerheblich erwiesen, ob zunachst die Blotmembran 
in das Reaktionsgef afi eingebracht wird oder ob die Blotmembran 
erst nach Vorlegen der entsprechenden Inkubationsf liissigkeit am 
Boden des ReaktionsgefaJSes befestigt wird. 



Getnafe einer bevorzugten Aus fiihrungs form der Erfindung weist die 
Vorderseite der Blotmembran ein oder mehrere Protein-Antigene 
auf. Bei diesen Proteinen kann es sich urn einzelne, isolierte 
Proteine, wie z.B. urn erregerspezif ische Proteine, wie bei- 
spielsweise af f initatsgereinigtes Herpes -simplex-Virus- 2 typen- 
spezifisches Glykoprotein G2 (gG 2) , Epstein-Barr- Virus -Capsid- 
Antigen oder um definierte Gemische aus mehreren Proteinen, wie 
z.B. Protein-Antigen-Extrakte aus Helicobacter pylori -Stammen 
handeln. Die Proteine konnen aus den entsprechenden Erregerstam- 
men gereinigt werden (native Antigene) oder in Wirtszellen ex- 
primiert und anschlieteend auf gereinigt werden (rekombinante An- 
tigene) . 

Ferner kann es sich bei den Proteinen um humane Antigene han- 
deln, mittels derer sich Antikorper in Patientenseren nachweisen 
lassen, die auf eine Autoimmunerkrankung verweisen. So kann auf 
die erf indungsgemaSen Blotmembranen z.B. losliches Leber- 
Antigen/ Leber-Pankreas -Antigen (SLA/LP) , natives Thyreoglobu- 
lin, rekombinante Schilddrusenperoxidase oder Kombinationen der- 
selben aufgebracht werden. 

GemaS einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm der Erfindung weist die 
Blotmembran auf ihrer Vorderseite das Proteinspektrum eines 
menschlichen oder tierischen Gewebes, einer Zelllinie oder ei- 
nes Infektionserregers, aus Lebensmitteln oder Pollen (Aller- 
gene) auf, das elektrophoretisch entsprechend seihen Moleku- 
larmassen in einem denaturierendem SDS-Polyacrylamidgel aufge- 
trennt und durch Western-Blotting auf die Membran transferiert 
wurde. Als ^Proteinspektrum" wird vorliegend die gesamte Pro- 
teinfraktion der jeweiligen Zellen oder des jeweiligen Zell- 
kompartiments verstanden, die nach deren Lyse unmittelbar fur 
die elektrophoretische Trennung zur Verfugung steht. Dabei 
kann die jeweilige Probe auch andere Molekule wie Lipide oder 
Nukleinsauren enthalten, da diese sich im nachf olgenden Blot 
nicht als storend erweisen. 



Bei den Antigenen, die aus tierischen Geweben isoliert werden, 
kann es sich beispielsweise urn Proteine aus dem Gift von Bie- 
nen und Wespen handeln, die bei manchen Menschen zu aufierst 
heftigen allergischen Reaktionen fuhren. Die Gifte konnen nach 
im Stand der Technik hinreichend bekannten Verfahren, z.B. 
durch Gif tsackextraktion nach Gef riertrocknen von Wespen, oder 
durch Elektrostimulation lebender Bienen, gewonnen werden. 

Bei den Geweben kann es sich erf indungsgemaS beispielsweise um 
hepatisches Gewebe, neuronales Gewebe, z.B. aus dem Kleinhirn, 
oder Gewebe aus dem Pankreas, der Niere, dem Auge, dem Innen- 
ohr oder der Haut handeln. Diese Gewebe konnen nach im Stand 
der Technik hinreichend bekannten Verfahren aus Saugetieren, 
beispielsweise aus Primaten oder Menschen, isoliert werden. 
Die Isolierung der Proteinf raktion erfolgt in der Regel durch 
die Lyse der Zellen (z.B. durch wiederholtes Einfrieren und 
Auftauen oder Aufkochen) oder durch Homogenisieren des Gewebes 
und Aufnahme in einen geeigneten Puffer sowie ggf . einer Auf- 
reinigung und/oder Auf konzentrierung der gewiinschten Protei- 
ne /Polypeptide . 

Bei der Zelllinie kann es sich um jede etablierte Zelllinie 
handeln, die ein oder mehrere fur diese Zelllinie spezifische 
Proteine bildet. Bevorzugt handelt es sich im Rahmen der vor- 
liegenden Erfindung um humane Zelllinien, zum Beispiel um 
Zelllinien, die ein oder mehrere spezifische Proteine fur ma- 
ligne und benigne Tumoren exprimieren. GemaE einer bevorzugt en 
Aus fuhrungs form handelt es sich bei der Zelllinie um eine hu- 
mane Epitheliomzelllinie oder die HeLa-Zelllinie (ATCC CCL 2; 
Gey et al. (1952) Cancer Res. 12, 264; Scheper et al . (2002) 
Autoimmunity reviews, Vol.1, Issues 1-2, S* 17 „Anti-Mi-2 We- 
sternblot: A new test for serological detection of myositis 
autoantibodies *) . GemaS einer besonders bevorzugten Ausfiih- 
rungsform handelt es sich bei der humanen Epitheliomzelllinie 



urn die humane Epitheliomtyp 2-Zelllinie HEp-2 (ATCC CCL 23, 
Moore et al. (1955) Cancer Res. 15, 598). Die Gewinnung der 
Proteinfraktion aus diesen Zelllinien erfolgt nach im Stand 
der Technik hinreichend bekannten Verfahren, wobei die Lyse 
der Zellen entsprechend ihrer Herkunft modifiziert werden 
kann. 

Bei den Inf ektionserregern kann es sich urn jeden pathogenen 
Infektionserreger, wie Bakterien, Viren oder Eukaryonten, han- 
deln, Vorzugsweise sind diese Inf ektionserreger bzw. Antikor- 
per gegen diese Erreger in Korperf lussigkeiten, wie Serum, 
Blut, Plasma, Gelenkpunktat , Urin und Liquor nachweisbar. Ge- 
ma£ einer bevorzugten Aus fuhrungs form handelt es sich bei den 
Inf ektionserregern im Rahmen der vorliegenden Erfindung bei- 
spielsweise urn humanpathogene Borrelien, wie z.B. Borrelia 
burgdorferi sensu lato (Borrelia burgdorferi sensu stricto, 
Borrelia garinii und Borrelia af zelii) sowie andere humanpa- 
thogene Inf ektionserreger, wie z.B. Echinococcus granulosus, 
Epstein-Barr- Virus (EBV). , Helicobacter pylori, Hepatitis - 
Viren, Herpes simplex-Virus (HSV) , Humanes Immundef izienz- 
Virus (HIV) , Treponema pallidum, Yersinia enterocolitica oder 
das Zytomegalie-Virus (CMV) . Die Relevanz von Protein- 
Antigenen im Rahmen der Diagnostik von Borrelien ist im Stand 
der Technik hinreichend beschrieben (vgl. beispielsweise Ma et 
al., Serodiagnosis of Lyme Borreliosis by Western Immunoblot: 
Reactivity of various significant antibodies against Borrelia 
burgdorferi. J. Clin. Microbiol. Feb./1992: 370-376; Tilton und 
Ryan, The laboratory diagnosis of Lyme disease. J. Clin. Immu- 
noassay. 16: 208-214 (1993); Hauser et al . , Interpretation Cri- 
teria for Standardized Western Blots for Three European Species 
of Borrelia burgdorferi Sensu Lato. J. Clin. Microbiol. Ju- 
ne/1997: 1433-1444; Wilske et al., MiQ 12/2000 Quali tats stan- 
dards in der mikrobiologisch-inf ektiologischen Diagnostik: Lyme- 
Borreliose. Urban & Fischer Verlag. Miinchen, Jena. (2000)). 
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Die Gewinnung der Proteine aus diesen Inf ektionserregern er- 
folgt nach im Stand der Technik hinreichend bekannten Verfah- 
ren. Bei der Lyse bakterieller Zellen kann dies beispielsweise 
durch enzymatischen Abbau der Zellwand mittels Lysozym oder 
Lysostaphin (bei Staphylococcus- Art en) erfolgen. 

Der Nachweis der Antikorper-Bindung an die entsprechenden Anti- 
gene (z.B. Proteine) kann vorliegend unter Verwendung von Metho- 
den durchgefiihrt werden, .die im Stand der Technik hinreichend 
beschrieben sind (vgl. F. Lottspeich, H. Zorbas „Bioanalytik x \ 
Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, Berlin, 1998) .• So kann 
beispielsweise der zur Detektion vorgesehene Antikorper direkt 
mit einem Molekiil gekoppelt ( "markiert " ) werden, das den Nach- 
weis des Antikorpers und (damit auch des gebundenen Antigens) 
ermoglicht. Derartig zur Markierung geeignete Molekiile, die in 
der Regel kovalent an den Antikorper gebunden werden, sind auf 
dem Gebiet der molekularen Diagnostik in groEer Anzahl be- 
schrieben und umfassen u.a. Fluoreszenzfarbstof f e , wie bei- 
spielsweise Fluorescein- Isothiocyanat oder Tetramethylrhodamin- 
5-isothiocyanat, Lumineszenzf arbstof f e sowie radioaktiv markier- 
te Molekiile. Daneben konnen auch Antikorper verwendet werden, 
die mit entsprechenden, zur Markierung geeigneten Molekulen kom- 
plexiert werden (z.B. Goldpartikel) . 

Auch Enzyme, mittels derer sich bestimmte chromogene Substrate 
bzw. Substrate, deren Umsetzung in geeigneter Weise mit einer 
Veranderung (z.B. Oxidation) eines chromogenen Molekiils ein- 
hergehen, umsetzen lassen, kommen vorliegend als nachweisbare 
Molekiile in Betracht . So kann der erf indungsgemaSe Antikorper 
beispielsweise mit einer Peroxidase, wie beispielsweise einer 
Horse -Radish- Peroxidase (HPR) , oder einer Phosphatase, wie bei- 
spielsweise einer alkalischen Phosphatase, gekoppelt werden. Der 
Nachweis eines Reaktionskomplexes, der aus dem markierten Anti- 
korper und dem gebundenen Antigen besteht, erfolgt in Abhangig- 

keit des Molekiils, das zur Markierung des Antikorpers gewahlt 
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wurde. Verf ahren zur Markierung von Antikorpern sind dem auf dem 
Gebiet tatigen Fachmann bekannt und bediirfen keiner weiteren Er- 
lauterung . 

Altemativ kann der Reaktionskomplex audi in einem zweistufigen 
Verfahren mit Hilfe von sekundaren Antikorpern nachgewiesen wer- 
den. Dabei wird ein primarer, an das Antigen bindender, bestimm- 
ter unmarkierter Antikorper mit einem zweiten, markierten Anti- 
korper inkubiert, der mit einem entsprechenden nachweisbaren Mo- 
lekul gekoppelt ist und sich gegen den primaren Antik6rper rich- 
tet. AnschlieSend wird der sekundare Antikorper anhand des zur 
Markierung dienenden, gekoppelten Molekiils nachgewiesen. Bei 
diesem indirekten Nachweisverf ahren konnen wiederum die oben er- 
wahnten Molekule zur Markierung verwendet werden. Dieses zwei- 
stufige Nachweisverf ahren ist erheblich empf indlicher als der 
direkte Nachweis des Antikorpers, da mehrere markierte sekundare 
Antikorper an den primaren Antikorper binden konnen (Signalver- 
starkung) . 

Ein solches zweistufiges Nachweisverf ahren wird u.a. bei der 
serologischen Untersuchung von Patienten im Rahmen der Erre- 
gerdiagnostik oder bei der Diagnose von pathologischen Zustan- 
den, die auf Autoantikorper zuruckzufuhren sind, verwendet. 
Dabei wird das auf der Membran befindliche Protein-Antigen 
bzw. das Spektrum der Protein-Antigene dazu verwendet, das 
Vorliegen entsprechend spezifischer Antikorper in der Probe 
(z.B. Serum, Plasma, Blut, Urin, Gelenkpunktat , Liquor o.a.) 
zu untersuchen. Der an ein Antigen gebundene Antikorper aus 
dem Patientenserum wird anschlieSend mit einem markierten An- 
ti -human- Ant ikorper nachgewiesen . 

GemaS einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm der vorlie- 
genden Erfindung weist die Blotmembran auf der Vorderseite ei- 
ne oder mehrere Nukleinsauren zur Hybridisierung auf. Dabei 

kann es sich urn genomische DNA, Plasmid-DNA oder urn durch Re- 
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striktionsenzyme f ragmentierte DNA oder Oligonukleotide han- 
deln. Die DNA kann unter Verwendung von herkommlichen 
Southern-Blotting-Verfahren aus Agarose-Gelen oder Polyacryla- 
mid-Gelen auf die Blotmembran trans f eriert und nachfolgend 
durch Backen oder UV- Cross linking immobilisiert werden. Ferner 
ist es moglich, die DNA durch Dot-Blotting auf die Membran 
auf zubringen, beispielsweise durch Pipettieren von entspre- 
chend verdunnten DNA-Losungen direkt auf die Membran oder 
durch Auftragen mit Hilfe eines Stempels oder einer Diise. Die 
auf der Blotmembran immobilisierte DNA kann anschlieSend mit 
sequenzspezif ischen, markierten Sonden, z.B. mit Digoxigenin- 
11-dUTP 3 "-markierten Oligonukleotiden, hybridisiert werden. 
Entsprechende Hybride lassen sich nach im Stand der Technik 
hinreichend bekannten Verfahren visualisieren (beispielsweise 
durch Nachweis der Digoxigenin-haltigen Hybride mittels Chemi- 
lumineszenz-Detektion nach Zugabe von Dinatrium 3 - (4-Methoxy- 
spiro{ 1, 2-Dioxetane-3 , 2 1 - (5 1 -Chlor) Tricyclo [3 . 3 . 1 . 1 3 ' 7 ] Decan} - 
4-yl) -Phenylphdsphat (CSPD; vgl . „The DIG System User's Guide 
for Filtration Hybridization" , Boehringer Mannheim, 1995). 

Alternativ kann es sich bei der auf der Blotmembran immobili- 
sierten Nukleinsaure urn RNA-Molekiile handeln. So werden bei- 
spielsweise Gesamt-RNA-Praparationen aus verschiedenen Geweben 
und Korperf lussigkeiten, wie z.B. aus dem Gehirn, aus Tumoren 
der Brust oder des Uterus usw. , kommerziell angeboten (bei- 
spielsweise ^Multiple Tissue Northern Blots", erhaltlich bei 
Sigma Aldrich) . Der Nachweis von auf der Blotmembran immobili- 
sierten RNA-Molekulen bzw. Teilen derselben erfolgt, wie fur DNA 
beschrieben, mittels herkommlicher Verfahren, wie z.B. der Di- 
goxigenin-Detektion. 

Die gebrauchlichen Nachweisverf ahren fur DNA- bzw. RNA-Hybride 
umfaSt ahnlich dem Western-Blotting mehrere Wasch- bzw. Inkuba- 
tionsschritte, bei denen die Blotmembran mit verschiedenen 
Waschlosungen und/oder Ihkubationslosungen versetzt wird. Es hat 
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sich erf indungsgemaE daher auch bei diesen Nachweisverfahren als 
vorteilhaft erwiesen, die Blotmembran wahrend der unter Schwen- 
ken/Schiitteln durchgefuhrten Inkubation an den Boden des jewei- 
ligen Reaktionsgef a£es zu fixieren. 

Im Rahmen der Erfindung konnen in Abhangigkeit des zu detek- 
tierenden Molekiils Blotmembranen aus unterschiedlichen Mate- 
rialien verwendet werden. Bevorzugt bestehen diese Membranen 
aus Nitrocellulose, Nylon, Polyethersulf on oder Polyvinyliden- 
difluorid oder Glasf aser-Material . Im Ralnnen der Erfindung 
konnen ferner Membranen verwendet werden, deren Oberflache mo- 
difiziert ist. Bevorzugt werden Membranen verwendet, deren La- 
dung den Antigenen angepaEt ist, wodurch eine verbesserte Bin- 
dung der Antigene an die Membranen gewahrleistet ist. Durch 
Verwendung von posit iv oder negativ geladenen Membranen wird 
die Bindung von entsprechend negativ oder positiv geladenen 
Antigenen verbessert, wahrend ungeladene Membranen Antigene 
ladungsunabhangig und somit auch Antigengemische mit verschie- 
denen Ladungen zu binden vermogen. Weiterhin konnen die ver- 
wendeten Membranen hydrophob sein oder durch eine variable Po- 
rengrofce unterschiedliche Bindungseigenschaf ten fur verschie- 
dene Ant ikorper/ Antigene aufweisen. In einer weiteren Ausfuh- 
rungsform bestehen die Membranen aus einem Material, an das 
Antigene kovalent binden (z.B. die Immunodyne® ABC Membran 
(Pall) , eine Nylonmembran mit kovalenter Bindungsaktivitat , 
bzw. die UltraBind®- Membran (Pall) , eine Polyethersulf onmembran 
mit funktionellen Aldehydgruppen zur Ausbildung von Schiff- 
schen Basen mit primaren Aminogruppen in Proteinen) . Die kova- 
lente Bindung der Antigene an die Membranen erfolgt durch im 
Stand der Technik bekannte Verfahren. 

Die Membranen konnen erf indungsgemaS zur Erhohung ihrer Stabi- 
litat und zur verbesserten Handhabung auf einen entsprechend 
geeigneten Polymertrager , wie z.B. eine Polymerfolie aus Poly- 
ester, f einen Geweben, o.a. laminiert werden. Verfahren der 
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Laminierung sind im Stand der Technik umfassend beschrieben 
und dem Fachmann daher hinreichend bekannt. Gema£ einer bevor- 
zugten Ausfuiirungsf orm wird eine aus Nitrocellulose bestehende 
Blotmembran auf eine Polymerf olie laminiert. 

GemaS einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm der vorliegen- 
den Erfindung werden die beschriebenen Blotmembranen auf einen 
geeigneten Trager reversibel aufgeklebt. Der Trager soli dazu 
dienen, die Blots treif en zu fixieren und in einer fur den Fach- 
mann einfach zu handhabenden Anordnung, vorzugsweise parallel 
nebeneinanderliegend, bereitzustellen. Vorzugsweise handelt es 
sich bei den Membranen urn streif enformige Metnbranen von geringer 
Breite. Die Membranen konnen somit ahnlich einem Zundholzbrief 
nebeneinander angeordnet werden und konnen unmittelbar vor ihrer 
Verwendung problemlos von diesem Trager entfernt werden. Die 
Handhabung der Streif en wird folglich enorm erleichtert , da die- 
se nicht mehr mit einer Pinzette aus einem Glas- oder Runst- 
stoffgefaS entnommen werden miissen, was in der Regel zu einer 
elektrostatischen Aufladung der Membran oder sogar zur Zersto- 
rung derselben fiihrt (insbesondere bei Verwendung fragiler Ni- 
trocellulose-Membranen) . 

Die Anzalil der auf dem Trager und vorzugsweise nebeneinander an- 
geordneten Membranen kaiin grundsatzlich beliebig ausgewahlt wer- 
den, betragt jedoch. aus Grunden der besseren Handhabbarkeit ub- 
licherweise zwischen 5 und 40, vorzugsweise 8, 16, 24 oder 30. 
Der Trager, auf den die Blotmembran- Streif en aufgeklebt werden, 
besteht beispielsweise aus Kunststoff oder (beschichteter) Pappe 
(wie z.B. beschichtetem Karton) und weist mindestens die raumli- 
chen Ausmafie der entsprechenden Blotmembranen auf. Er sollte 
vorzugsweise von einer hinreichend mechanischen Stabilitat sein, 
urn dem in der Regel fragilen Membran- St re if en entsprechend 
Schutz bieten zu konnen. 
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Ficruren 

Figur 1: Herstellen der erf indungsgemaEen Blotmembranstreif en. 

a) Auftragen des reversiblen Klebers auf die Membran- 
ruckseite 

b) Ansicht der Vorderseite der Membran nach Zerteilen 
der Membran in einzelne Streif en 

c) Ansicht der Ruckseite der Membran nach Zerteilen 
der Membran in einzelne Streifen 

Figur 2: Fixierung und nachfolgende Irikubation der erfindungs- 
gemaSen Blotmembranstreif en in einer Inkubationswanne, 
die fur die gleichzeitige Inkubation mehrerer Streifen 
ausgelegt ist . 

a) Aufsicht auf die Inkubationswanne iuit mehreren In- 
kuba t ions r innen 

b) Seitenansicht des in der Wanne f ixierten Blotmem- 
branstreif ens sowie vergroSerter Ausschnitt der 
Kontaktstelle, an der die Blotmembranstreif ens mit- 
tels des Haftklebers mit dem Boden der Inkubations- 
wanne in Verbindung stehen. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Beispielen beschrie- 
ben. 



Beispiele 

1. Fertiaung von Anti-HSV Westernblot- Streifen 

Die Antigene eines Vollextrakts von Herpes simplex 1 Viren wer- 
den mittels diskontinuierlicher Polyacrylamidgelelektrophorese 
nach - Molekularmasse getrennt. AnschlieSend erfolgt der Transfer 
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der Antigene mittels eines Tankblotting-Verfahrens auf eine Ni- 
trozellulosemembran . Kontrollbande und af f initatschromatogra- 
phisch gereinigtes Glycoprotein G2 von HSV-2 werden linienformig 
auf die Membran aufgetragen und ein Etikett mit Chargenbezeich- 
nung aufgeklebt. Die Nitrozellulosemembran wird mit einem 
selbstklebenden Polyestertrager verstarkt und auf der Ruckseite 
mit einem reversiblen Spruhkleber (Creative Mount) beschichtet . 
Die polymerverstarkte selbstklebende Nitrozellulosemembran wird 
abschlie£end maschinell in 2 mm breite Teststreifen zerteilt -und 
die Streifen in eine Transportverpackung eingeklebt. 

2. Verwenduna der Blotmembranstreif en 

Der Anwender entnimmt je zu untersuchendes Patientenmaterial 
(Serum, Plasma oder andere Korperf liissigkeiten) einen Teststrei- 
fen aus der Verpackung und klebt den Streifen iiber den reversib- 
len Kleber auf der Ruckseite in die Inkubationsrinne ein. An- 
schlieteend erfolgt die Inkubation nach Testanleitung (Auszug aus 
der Testanleitung Anti-HSV Westemblot EUROIMMUN AG) . 

Blockierung: Die Inkubationsrinnen entsprechend der Zahl der zu 
untersuchenden Serumproben mit je 1,5 ml Universalpuf f erPlus 
full en. Die benotigte Menge an Blotstreifen mit einer Pinzette 
der Verpackung entnehmen und direkt in je eine mit Puffer ge- 
fiillte Inkubationsrinne kleben. Die Nummer auf dem Streifen mu£ 
lesbar sein. 15 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Wippschiitt- 
ler inkubieren. AnschlieSend die Flussigkeit aus den Rinnen 
vollstandig abziehen. 

Proben- Inkubation: In jede mit einem Blotstreifen gefullte Inku- 
bationsrinne 1,5 ml der verdiinnten Serumproben fiillen und 3 0 Mi- 
nuten auf einem Wippschuttler bei Raumtemperatur inkubieren. 
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Waschen: Fliissigkeit aus jeder Rinne vollstandig abziehen und 3 x 
5 Minuten mit je 1,5 ml Universalpuf f erPlus auf einem Wipp- 
schuttler waschen. 

Konjugat-Inkubation: Jeweils 1,5 ml Enzymkonjugat-Losung (Alka- 
lische-Phosphatase-markiertes Anti-Human- IgG) in die Inkubati- 
onsrinnen pipettieren und 30 Minuten bei Raumtemperatur auf ei- 
nem Wippschuttler bei Raumtemperatur inkubieren. 

Waschen: Fliissigkeit vollstandig aus den Rinnen abziehen. Waschen 
wie oben. 

Substrat-Inkubation: Jeweils 1,5 ml Substratlosung in die Inku- 
bationsrinnen pipettieren. 10 Minuten bei Raumtemperatur auf ei- 
nem Wippschuttler inkubieren. 

Stoppen: Fliissigkeit aus jeder Rinne vollstandig abziehen und je- 
den Blotstreifen 3x1 Minute mit destilliertem oder entioni- 
siertem Wasser spulen. 

Auswertung: Die inkubierten Blotstreifen in das Auswerte- 
Protokoll einkleben und vorsichtig mit saugfahigem Papier abtup- 
fen. Die Auswerte-Schablone an die aufgeklebten Blotstreifen 
halten und so ausrichten, daS der schwarze Balken uber der Num- 
mer des Blotstreif ens mit dem Anlegebalken auf der Auswerte- 
Schablone eine Linie bildet. Die Chargenbezeichnung auf der Aus- 
werte-Schablone mufi mit der Chargenbezeichnung auf den Blot- 
streifen ubereinstimmen. Deutlich erkennbare Banden auf den 
Blotstreifen, die mit den Markierungen auf der Auswerte- 
Schablone ubereinstimmen, werden in das Auswerte-Protokoll ein- 
getragen. 



Figpiren 



Figur la: Westernblotmembran (Riickseite) 

Figur lb: Westernblotmeinbran-Streif en (Vorderseite) 

Figur lc: Westernblotmembran-Streif en (Riickseite) 

Figur 2a: Westernblotmembran-Streif en in der Inkubationswanne 
(Auf sicht) 

Figur 2b: Westernblotmembran-Streif en in der Inkubationswanne 
(Seitenansicht sowie Ausschnittsvergrofterung) 



Bezugszeichen : 

(1) : reversibler Kleber 

(2) : Westernblot-Streifen 

(3) : Feld zum Aufdruck von Produkt'spezif ikationen, z.B. 

Chargennummer 

(4) : Inkubationswanne 

(5) : Westernblot-Streif en, die mittels Kleber in der 

Wanne fixiert sind 
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Schutzanspruche 



1. Selbstklebende Blotmenibrari, die auf der Ruckseite mit ei- 
nem reversiblen Kleber versehen ist. 

2. Blotmembran nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daS 
auf der Vorderseite ein Antigen oder ein Spektrum von An- 
tigenen aufgebracht ist. 

3. Blotmembran nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafc 
das Antigen ein Protein, Lipid, Allergen, Kohlenhydrat , 
zuckerhaltige Strukturen und/oder eine Nukleinsaure ist. 

4. Blotmembran nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daS 
auf der Vorderseite ein oder mehrere Proteine aufgebracht 
sind. 

5. Blotmembran nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, da£ sie auf der Vorderseite ein Proteinspek- 
trum eines Tieres, eines Menschen, eines Gewebes, einer 
Zelllinie, eines Inf ektionserregers, eines Allergens, wie 
Lebensmittel oder Pollen, aufweist. 

6. Blotmembran nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daS 
das Gewebe aus der Leber, dem Kleinhirn, dem Pankreas, der 
Niere, dem Auge, dem Innenohr oder der Haut ist. 

7. Blotmembran nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, da£ 
die Zelllinie eine humane Epitheliomzelllinie oder die He- 
La-Zelllinie ist. 

8. Blotmembran nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die humane Epitheliomzelllinie die humane Epitheliomtyp 2- 
Zelllinie HEp-2 ist. 
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9. Blotmembran nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet , da£ 
der Inf ektionserreger humanpathogene Borrelien und andere 
humanpathogene Inf ektionserreger umfa£t. 



10. Blotmembran nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, da£ 
es sich bei den humanpathogenen Borrelien urn Borrelia bur- 
gdorferi sensu lato (Borrelia burgdorferi sensu s trie to, 
Borrelia garinii und Borrelia afzelii) handelt. 



11. Blotmembran nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daS 
es sich bei den humanpathogenen Inf ektionserregern urn 
Echinococcus granulosus, Epstein-Barr-Virus (EBV) , Heli- 
cobacter pylori, Hepatitis-Viren, Herpes simplex- Virus 
(HSV) , Humanes Immundef izienz -Virus (HIV) , Treponema pal- 
lidum, Yersinia enterocolitica oder das Zytomegalie-Virus 
(CMV) handelt. 

12. Blotmembran nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da£ 
sie auf der Vorderseite ein oder mehrere Nukleinsauren zur 
Hybridisierung aufweist. 

13. Blotmembran nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da- 
durch gekennzeichnet, daS sie aus Nitrocellulose, Nylon, 
Polyethersulf on oder Polyvinyl idenfluor id besteht . 

14. Blotmembran nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da- 
durch gekennzeichnet, daS sie aus Nitrocellulose besteht 
und vliesverstarkt ist und/oder auf einen Polymertrager 
laminiert ist. 

15. Blotmembran-Anordnung, die Blotmembranen nach den Ansprii- 
chen 1 bis 13 enthalt, bei der die einzelnen Blotmembranen 
nebeneinander auf einem geeigneten Trager reversibel auf- 
geklebt sind. 
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Blotmembran-Anordriung nach Anspruch 14, dadurcli gekenn- 
zeichnet, da£ die Blotmembranen Streifen von geringer 
Breite sind. 



